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Diplomová práce je zaměřená na analýzu elektrických vlastností membrán srdečních 
buněk. Hlavním cílem práce je odpovědět na otázku, do jaké míry je možno z 
experimentálních dat usuzovat na detailní mechanizmus interakce látek s kanály. Práce také 
seznamuje s podrobným popisem metod měření membránových napětí a proudů, které jsou 
využívány při experimentálních měřeních. Zde je také pojednáno o jednotlivých kanálech 
buněčné membrány a iontových proudech, které vznikají jako odezva na pravoúhlý impuls 
napětí. Rovněž je zde popsán vliv různých látek na vlastnosti iontových proudů protékajících 
přes buněčnou membránu.    
 
Abstract: 
The diploma thesis is focused on the analysis of the electrical properties of the heart 
cells membranes. The main goal of this work is to answer to what extent it is possible to infer 
from experimental data on the detailed mechanism of interaction of substances with channels. 
The work also presents a detailed description of methods of measurement of membrane 
voltage and current, which are used in the experimental measurements. There are also 
discussed the individual channels of the cell membrane and ion currents, which arise as  
a response to the rectangular pulse voltage. There is also described the effect of various 
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Člověk představuje složitý organizmus, jehož tkáně se skládají z buněk.  Excitabilní 
buňky jsou zdrojem vzniku elektrických signálů. Pro hlubší pochopení vzniku elektrických 
signálů je potřeba dobře porozumět struktuře a mechanizmu fungování samotné buňky.  
Významnou roli při vzniku elektrického signálu v buňkách hrají ionty draselné (K+), 
chloridové (Cl-), sodné (Na+) a vápenaté (Ca2+), které se nacházejí ve vodním roztoku ve 
vnějším (extracelulárním) a vnitřním (intracelulárním) prostředí. Oddělení vnějšího  
a vnitřního prostředí buňky zajišťuje buněčná membrána, která umožňuje výměnu látek, 
energií a informací mezi vnitřkem buňky a okolím. Buněčná membrána je tvořena 
fosfolipidovou dvojvrstvou a do ní zabudovanými makromolekulami bílkovin. Z hlediska 
elektrických jevů tyto makromolekuly vytváří iontové kanály a přenašeče, které mají funkci 
transportních mechanizmů umožňující přenos iontů přes nevodivou fosfolipidovou membránu 
[9]. Pro vznik a šíření akčního napětí jsou důležité napěťově závislé iontové kanály.  
Funkční výzkum činnosti kanálů je obvykle zaměřen na vrátkovácí mechanizmus 
iontového kanálu. Na základě detailního experimentálního studia navrhli Hodgkin a Huxley  
v roce 1952 [14] matematický popis vrátkovácích mechanizmů kanálů. V průběhu dalších let 
byl jejich přístup postupně zobecňován a rozšiřován. V současné době je možné řešením 
soustav diferenciálních rovnic simulovat vznik akčního napětí a změny jeho průběhu  
u různých druhů buněk (například v prostředí MATLAB). Stěžejní částí modelování je 
nalezení rychlostních konstant přechodů iontových kanálů mezi jednotlivými konformačními 
stavy. Tyto rychlostní konstanty se zjišťují experimentálně. 
  Proto v této oblasti na mnoha specializovaných elektrofyziologických pracovištích 
probíhá intenzivní experimentální práce. Získávání experimentálních dat je však velmi 
náročné, zejména u malých buněk. Existuje však celá řada metod, které umožňují sběr 
potřebných informací uskutečnit.  
Řešením soustav diferenciálních rovnic je dnes také možno simulovat vliv různých látek 
(zejména léků) na buňku nebo na konkrétně zvolený kanál. Analýza simulovaných výsledků 
slouží k objasnění dějů probíhajících v buňkách při působení té či oné zvláštní látky. Takto 
získané poznatky jsou (vedle experimentálních údajů) využívány farmakologickými 
společnostmi pro vývoj nových léků (například pro léčbu kardiovaskulárních chorob).  
Předložená diplomová práce se zabývá studiem elektrických vlastností buněčné 
membrány. Především je zaměřena na  mechanizmy přechodů kanálů mezi uzavřenými  
a otevřenými konformačními stavy. V úvodní části práce je krátce pojednáno o samotné 
struktuře buňky a vzniku elektrických signálů. Dále je uveden podrobný přehled metod 
měření a analýzy elektrických projevů srdečních buněk. Některé z těchto metod jsou 
zavedeny v laboratoři Fyziologického ústavu LF MU, kde jsem měla v době přípravy práce 
možnost účastnit se pokusů a seznámit se prakticky s metodou měření membránových proudů 
u izolovaných srdečních komorových buněk. 
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V následujících kapitolách pojednávám o mechanismech transportu iontů přes buněčnou 
membránu a jejich matematickém popisu bez i za působení farmak, zejména blokátorů 
kanálu. 
Vlastní přínos práce spočívá v návrhu kinetických schémat vrátkovacích mechanizmů 
sodíkových a draslíkových kanálů za působení blokátorů v různých stavech kanálu. Na 
základě těchto schémat jsou sestaveny soustavy diferenciálních rovnic a programy pro jejich 
řešení pomocí programovacího jazyka MATLAB. Na závěr je pojednáno o dosažených 
výsledcích a přínosu samotné práce. Simulace závislostí průběhů iontových proudů na stavech 
kanálu, ve kterých dochází k vazbě blokátoru na kanál, nastoluje otázku, do jaké míry 




1. Úvod do elektrofyziologických základů  
1.1. Struktura membrány 
Všechny živé organizmy jsou složeny z buněk. Lidské tělo tvoří přibližně 751018  
buněk [15]. Buňka, která je základní funkční jednotkou organizmu, má velmi složitou vnitřní 
strukturu. Pro pochopení elektrických projevů buňky je potřeba určit, které buněčné struktury 
hrají významnou roli. Podstatou je, že pro výklad bioelektrických jevů stačí vycházet  
z vlastností povrchové membrány buňky (obr. 1) a vodních roztoků ve vnějším a vnitřním 
prostředí. V roztocích jsou obsaženy anorganické ionty, zejména Na+, K+, Ca2+ (kationty)  
a Cl
-
 (aniont). Ve vnitřním prostředí se také uplatňují organické anionty (A-), pro které je 
membrána nepropustná. 
 
 Model struktury biologické membrány [6] Obr. 1.:
 
Studium vlastností a struktury povrchové membrány buňky ukázalo, že základní 
membrána je tvořena molekulami fosfolipidů, do které jsou zabudovány makromolekuly 
bílkovin, jejichž funkce jsou různé. Z elektrického hlediska je základní membrána (tenká 
dvojvrstva o tloušťce cca 7,5 nm) nevodivá. Přenos iontů přes fosfolipidovou membránu 
zprostředkují molekuly bílkovin, které jsou podle svých funkcí označovány jako přenašeče  
a kanály.  
1.2. Struktura a funkce transportních bílkovin v membráně 
Makromolekuly proteinu, které se podílejí na přenosu iontů přes membránu, jsou 
označovány jako kanály a přenašeče. 
1.2.1. Iontové kanály 
Hlavní mechanizmus, který se podílí na přenosu iontů přes membránu, jsou iontové 
kanály. V membráně vytvářejí póry selektivně prostupné pro určité ionty. 
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Klasifikace iontových kanálů se provádí podle různých parametrů. Podle způsobu jejich 
řízení můžeme rozlišit kanály: 
 stále otevřené, 
 napěťově řízené, 
 chemický řízené, 
 řízené napětím i chemicky, 
 řízené mechanicky. 
Nejčastěji se vyskytují: chemicky (ligandem) a napětím řízené kanály. Ligandem řízené 
kanály převádějí chemické podněty na elektrický signál a vyskytují se zejména  
v synapsích. Vzhledem k zadání diplomové práce bude dále pojednáno jen o napěťově 
řízených kanálech. Nejvíce jsou zastoupeny v membránách excitabilních nervových  
a svalových buněk. Při změně elektrického pole u těchto kanálů (Na+, K+, Ca2+ a Cl-) dochází 
ke změně propustnosti pro příslušné ionty. Propustnost napěťově řízeného kanálu závisí na 
konformačních změnách transportního proteinu tvořícího kanál.   
Iontové kanály mohou být také klasifikovány podle jejich selektivity k různým iontům. 





 protonové (vodíkové). 
 
 




-kanály. Při hodnotách napětí blízkých k hodnotám klidového membránového 
napětí se 90% sodíkových kanálů nachází v uzavřeném (inaktivovaném) stavu. Při 





-kanálů. Kanál se otevře a ionty Na+ proudí dovnitř buňky podle 
gradientu elektrochemického potenciálu. Velikost proudu závisí na membránovém napětí. 
Sodíkový kanál je možno představit následovně. Velká molekula glykoproteinu je 
zabudovaná v plazmatické membráně (obr. 3). 
  
 
 Zjednodušený model napěťově závislého sodíkového kanálu [10]  Obr. 3.:
 
Napěťový senzor, který reaguje na změnu membránového potenciálu a způsobuje 
změnu konfigurace vnitřní průchozí části kanálu, je umístěn uvnitř proteinového komplexu. 
Selektivní filtr se nachází na vnější straně kanálu a je schopen rozlišovat ionty podle náboje, 
velikosti a hydratace. Jednou z látek, která může blokovat tento filtr je tetrodotoxin (TTX). 
Inaktivační vrátka působí na vnitřní straně kanálu.  
V závislosti na membránovém napětí Na+-kanál může procházet třemi základními 
stavy: uzavřeným (aktivační vrátka jsou uzavřena, inaktivační otevřena), otevřeným 
(aktivační vrátka se při depolarizaci otevírají) a inaktivovaným (inaktivační vrátka se při 
prodloužené depolarizaci uzavírají).  Celková doba otevření sodíkového kanálu v průběhu 
depolarizačního impulzu je krátká (menší než 1 ms).  Na základě těchto změn na molekulární 
úrovni se odpovídající sodíkový proud INa měřený z celé buňky v odezvě na depolarizační 
impulz aktivuje a následně inaktivuje. 
K
+
-kanály. Existuje několik druhů napěťově závislých draslíkových kanálů, jejichž 
úkolem je mimo jiné stabilizace klidového membránového napětí buňky v blízkosti 
rovnovážného napětí pro draslík (-90 až -100 mV). Otevírání draslíkových kanálů vede ke 
snížení dráždivosti buňky a frekvence její vzruchové aktivity. Ovlivněno je také trvání 
akčního napětí. K+ -kanály lze rozdělit na inaktivující a neinaktivující.  
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Kanály první skupiny (inaktivující se K+-kanály), které se v průběhu depolarizace 
inaktivují, se u nervových buněk projeví proudem značeným IA, zatímco u srdečních buněk se 
ustálilo označení Ito. Laboratorním blokátorem těchto kanálů je látka 4-aminopyridin. 
Do druhé skupiny (neinaktivujících se K+-kanálů) patří několik typů K+-kanálů, které se 
buďto po depolarizaci se zpožděním aktivují (odpovídající proud se značí symbolem IK) nebo 
reagují na změny membránového napětí prakticky okamžitě (např. IK1). Typickým blokátorem 
proudu IK je tetraetylamonium (TEA), proudu  IK1  jsou ionty Ba
2+
. 
Objeveny byly i jiné skupiny draslíkových kanálů, které jsou aktivovány ionty Ca2+  
v intracelulárním prostředí. Opakovaná vzruchová aktivita působí zvýšení nitrobuněčné 
koncentrace Ca
2+, což v důsledku vede k aktivaci těchto kanálů, k hyperpolarizaci buňky, ke 
snížení její dráždivosti, a tím k ukončení vzruchové aktivity [7]. 
Ca
2+
-kanály. Podobně jako Na+-kanály, se Ca2+-kanály v odezvě na depolarizační 
impulzy aktivují a následně inaktivují. Rozlišují se tři typy vápníkových kanálů.  První 
skupina, Ca
2+
-kanály typu T (transient), je charakterizována nízkým napěťovým prahem,  
k aktivaci dochází už při malé depolarizaci membrány. Kanály se rychle inaktivují a pomalu 
reaktivují. Tento druh kanálů je možno nalézt v některých oblastech mozku a v srdečních 
buňkách (zejména u Purkyňových vláken a u buněk sinoatriálního uzlu). Proud vedený tímto 
druhem kanálů významně přispívá k elektrické aktivitě srdce během diastolické depolarizace. 
Druhá skupina, Ca2+-kanály typu L (long), patří do skupiny vysokoprahových  
Ca
2+
-kanálů. Tyto kanály se aktivují pomaleji a mají vyšší práh aktivace. L kanály je možno 
nalézt v membráně neuronů, v nervové tkáni se ale vyskytují daleko méně ve srovnání  
s myokardem. V srdečních buňkách tok Ca2+ iontů L kanály spoluvytváří plató v průběhu 
akčního napětí buněk [7]. Proud vedený kanálem typu L je odpovědný za depolarizaci a šíření 
elektrických impulzů v buňkách sinoatriálního a atrioventrikulárního uzlu. 
Do třetí skupiny Ca2+ kanálů řízených napětím, patří kanály typu N (neuronové), které 
mají také vyšší práh aktivace. Objevují se především na presynaptických zakončeních 
nervových výběžků, kde vstup Ca2+ iontů vede ke zvýšené syntéze neurotransmiterů a k jejich 
následnému uvolnění do synaptické štěrbiny [7].  
Jako blokátory Ca2+-kanálů řízených napětím se uplatňují, vedle četných farmak 











 a trojmocný La3+. 
Cl
-
-kanály. Chloridy patří k nejrozšířenějším aniontům v tělních tekutinách Jejich 
rozdělení mezi mimo- a nitrobuněčným prostorem je určováno hodnotou membránového 
napětí. U srdečních buněk nemají chlorové kanály na utváření akčního napětí podstatný vliv. 
Na obrázku 4 je představeno funkční schéma iontového kanálu. Selektivitu kanálu  




 Funkční schéma membránového kanálu [1] Obr. 4.:
 
Nachází se v blízkosti vnějšího ústí, kde dochází mezi ionty a skupinami kanálového 
proteinu ke vzájemnému působení. Ionty ve vodním roztoku jsou hydratovány (obklopeny 
vrstvou polárních molekul vody). Při průchodu filtrem se částečně nebo úplně hydratačního 
obalu zbavují [1]. Selektivita filtru však není dokonalá. Například vápníkový kanál může 






Další funkční jednotkou, která výrazně ovlivňuje funkci kanálu, je vrátkovací systém 
(gating system) [1]. Protein náhodně přechází mezi různými konformacemi a jen některé 
konformace jsou schopné vytvořit pór otevřený pro průchod iontů. Zde je možno hovořit  
o otevřených nebo uzavřených stavech kanálu (funkční hledisko). Na vrátkování (otevírání  
a uzavírání kanálu) je možné nahlížet jako na náhodný proces, který závisí na intenzitě 
elektrického pole v membráně. Jak jsem již uvedla, otevírání a uzavírání kanálů může řídit 
nejen elektrické pole, ale i jiné podněty (chemická vazba látek, mechanické napětí aj.). 
Ve funkčním schématu je také vyznačen napěťový senzor. Napěťovou citlivost mohou 
zajistit části řetězce aminokyselin, které nesou náboj nebo dipólový moment.  
1.2.2. Přenašečový výměnný systém 
Na rozdíl od kanálů nejsou tzv. přenašeče vybaveny vrátkovacím systémem (nevytvářejí 
v membráně póry pro přenos iontů). Charakteristickým rysem jsou vazebná místa pro 
přenášené ionty, přístupná vždy z jedné strany membrány. Po změně konformace se ionty 
uvolní na opačné straně membrány. Přenos iontů probíhá spontánně z místa vyššího do místa 
nižšího elektrochemického potenciálu, pokud do procesu přenosu nejsou zahrnuty další reakce 
(zde hovoříme o pasivním transportu). Opačný případ, kdy je žádoucí přenos iontů proti 
směru elektrochemického potenciálu, vyžaduje přísun energie zajištěný hydrolýzou ATP (zde 
hovoříme o aktivním transportu).   
 V membránách buněk je možno obecně pozorovat různé přenašečové systémy. Pro 
funkci srdečních buněk má zásadní význam aktivní výměnný systém Na+/K+ (sodíko-
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draslíková pumpa) a přenašeč Na+/Ca2+. Oba systémy slouží k udržení koncentračních rozdílů 
iontů mezi vnitřním a vnějším prostředím.      
1.3. Vznik elektrických napětí na buněčné membráně 
1.3.1. Klidové membránové napětí 
V extracelulárním prostředí se převážně nacházejí kationy sodíků a anionty chlorů, 
zatímco intracelulární prostředí je bohaté na kationty draslíků. Lze to vyjádřit relacemi [1]: 
[   ]  [  
 ] ,     [ 
 ]  [ 
 ]      [  
  ]  [  
  ] ,     [  
 ]  [  
 ]        (1) 
Pro výklad vzniku membránového napětí je nutné vzít v úvahu také různé propustnosti 
(vodivosti) membrány pro jednotlivé druhy iontů. 
Předpokládejme nejprve pro jednoduchost, že membrána je propustná pouze pro ionty 
draslíku. Vzhledem ke koncentračnímu gradientu pro tyto ionty probíhá podle zákona difuze 
přesun K+ iontů ve směru ven z buňky. S přesunem částic dochází k přenosu elektrického 
náboje a narušení elektrické rovnováhy. Vnitřek buňky získává záporný potenciál vzhledem  
k vnějšímu prostředí a v membráně vznikne elektrické pole. Důsledkem je, že proti 
koncentračnímu gradientu působí gradient elektrický, který brání další difuzi. V rovnováze je 
proud přes membránu nulový. Ustavený rozdíl potenciálů definuje tzv. rovnovážné napětí, 
které je závislé na poměru koncentrací iontů (v našem případě draslíku) v obou prostředích. 
Toto napětí je možno vyjádřit Nernstovým vzorcem (2), který lze v obecném tvaru odvodit  
z termodynamických úvah [1]: 






                                                   (2) 





), z  je počet elementárních nábojů, které nese iont Xz (včetně znaménka; např. 
pro Cl
-
 je z = -1). Nernstův vzorec se používá pro výpočet rovnovážného napětí i pro 
vícemocné kationy.   
V klidových podmínkách (bez dráždění) je buněčná membrána nejvíce propustná právě 
pro kationy draslíku. Vlivem omezené prostupnosti i pro ostatní ionty je klidové napětí 
poněkud posunuto ve směru depolarizace membrány. Při klidovém napětí (u komorových 
srdečních buněk okolo -80 mV) je celkový náboj iontů, které uniknou přes membránu  
z cytoplazmy, kompenzován nábojem, který se do cytoplazmy navrátí. Transport iontů přes 
membránu zprostředkují iontové kanály a přenašeče. 
1.3.2. Membránové proudy 
Pro pochopení dějů, které probíhají v buňkách při vzniku akčního napětí, jsou nezbytná 
elektrická měření a jejich detailní analýza, na jejímž základě lze v celkovém membránovém 
proudu rozlišit kapacitní složku (odpovídá nevodivé fosfolipidové membráně) a iontový 
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proud, který je třeba dále rozložit na komponenty odpovídající jednotlivým kanálům, 
tvořeným soustavami molekul bílkovin.  
Jak bude dále zmíněno detailněji, membránový proud se obvykle měří v průběhu 
působení pravoúhlých impulsů membránového napětí (metoda vnuceného napětí –  
„voltage clamp“). V průběhu experimentu se měří celkový proud přes membránu a není 
předem známo, kolik různých kanálů se podílí na celkovém iontovém proudu. Na obrázku 5 
je znázorněno náhradní elektrické schéma úseku membrány.  
    
 
 Zobecněné elektrické náhradní schéma buněčné membrány[1] Obr. 5.:
  
Kapacita v náhradním elektrickém schématu představuje vlastnosti fosfolipidové 
dvojvrstvy. Téměř všechny typy buněk mají vysokou kapacitu buněčné membrány (typická 
hodnota 1µF.cm-2. Kapacita komorových srdečních buněk se pohybuje v rozmezí  
100 - 200 pF. Na kanály je možné nahlížet jako na paralelní cesty pro transport iontů, a proto 
jsou v náhradním schématu představeny zdrojem napětí Un o velikosti rovnovážného napětí 
příslušného iontu a vodivosti gn. 
Při klidovém napětí Umk, je membránový proud roven nule. Přiložení malého 
depolarizačního impulzu (pod prahem excitace Ump) vyvolá v prvém okamžiku skokový 
vzrůst proudu, který odpovídá kapacitní složce (obr. 6a). Kapacitní proud rychle odezní  
a během vlastního impulzu je roven nule. Iontový proud zůstává konstantní. Průběh 
kapacitního proudu je exponenciální, a po ukončení depolarizačního impulzu je možno na 
koncové hraně pozorovat stejnou odezvu, která je opačné polarity. Iontový proud směrující  
z buňky se skládá z různých iontů, u srdečních buněk hlavně iontů K+. Tento proud je kladný 
a je tvořený hlavně již zmíněnou složkou IK1. 
Po překročení prahu dráždění je u excitabilních buněk možné pozorovat další časově 
proměnnou složku proudu opačné polarity (obr. 6b). Tento proud rychle vzrůstá (fáze 
aktivace), dosahuje maxima a odeznívá (fáze inaktivace), i když depolarizace dále trvá. Proud 
odeznívá během několika milisekund. Je zprostředkován kanálem selektivně propustným pro 
sodíkové ionty Na+. Zvyšování velikosti depolarizačního impulzu má za následek postupný 
vzrůst sodíkového proudu nad práh excitace. Při napětích blížících se úplné depolarizaci 
membrány (membránové napětí 0 mV) tento proud (INa) dosahuje svého maxima. Jedním  
z kritérií pro experimentální určení sodíkového kanálu je, že při kladných hodnotách 
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membránového napětí špičková hodnota INa klesá k nule a mění polaritu při napětí 
odpovídajícímu rovnovážnému napětí pro Na+ ionty.  
   
                          a)                                   b)                             c) 
 Odezvy membránového proudu na vnucené impulzy membránového napětí:  Obr. 6.:
(a) pod prahem excitace Ump (b-c) nad prahem excitace Ump [1] 
 
Při větších depolarizačních impulzech se objevují další složky iontového 
membránového proudu (obr. 6c), například vápníkový proud ICa. Podobně jako u sodíkového 
proudu, je zde možné rozlišit fázi aktivace a inaktivace. Tento proud patří k negativním 
proudům (směruje do buňky) a může nahrazovat sodíkový kanál v procesu vzniku akčního 
napětí. Bylo prokázáno, že existuje více populací Ca+-kanálů (jak již bylo zmíněno). 
Další složkou celkového iontového proudu směřující z buňky a zprostředkovanou ionty 
draslíku K+ je proud IK, který patří do skupiny proudů, které se pouze aktivují. Naproti tomu 
složka Ito (transient outward – přechodný, směřující z buňky) je charakterizována rychlou 
aktivací a inaktivací.  Ovlivňuje výchozí bod pro fázi plató a tím celý průběh depolarizace. 
Je potřeba brát v úvahu také existenci proudů, které doprovázejí činnost přenašečových 
systémů (INaK, INaCa), a také specifické proudy, které se projevují jen u některých buněk. 
Například u buněk, které určují kmitočet srdeční aktivity, byla objevena další proudová složka 
označovaná symbolem If. Hlavní podíl zde mají ionty Na
+, ale také v menší míře ionty K+. Při 
záporných membránových napětích směřuje tento proud do buňky a na rozdíl od jiných, 
časově závislých proudových složek, se aktivuje hyperpolarizací, nikoliv depolarizací [1]. 
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Na obrázku 7 jsou znázorněny: celkový membránový proud a hlavní složky 




 Průběh membránového proudu: (a) celkový membránový proud, Obr. 7.:
 (b) rozklad membránového proudu na složky [1] 
 
1.3.3. Akční napětí 
Buněčné membrány mohou být podrážděny buď ze sousedních buněk při šíření 
podráždění ve tkáni (např. srdeční) nebo elektrickou stimulací z vnějšího zdroje  
(v laboratorních podmínkách). Přitom dochází ke změnám časově a napěťově závislých 
propustností membrány pro ionty a v důsledku zpětnovazebných mechanizmů ke vzniku 
napěťového impulzu, který je označován jako akční napětí. Jeho průběh a trvání se u buněk  
z různých tkání podstatně liší v závislosti na funkci, kterou u dané tkáně plní. U buněk 
pracovního myokardu je trvání akčního napětí (řádově 100 ms) mnohem větší, než u buněk 
nervových (řádově 1 ms). Ke spuštění akčního napětí dochází, pokud je stimulační impulz 
dostatečně silný, aby depolarizoval membránu nad určité prahové napětí. Pokud je podnět 
podprahový, dojde k dočasné změně napětí, které s časem rychle, exponenciálně odeznívá. 
Jestliže dráždění způsobí depolarizaci buňky nad prahovou úroveň, vodivost membrány 
pro Na
+
 převýší vodivost pro ionty K+. Tím se spustí mechanizmus pozitivní zpětné vazby: 
vzrůst vodivosti gNa podporuje depolarizaci, přičemž depolarizace vede k dalšímu vzrůstu gNa. 
Membránové napětí se ve fázi depolarizace (obr. 8) posune do blízkosti rovnovážného napětí 
pro Na
+, které dosahuje pozitivních hodnot (okolo +30 mV). Inaktivací proudu INa začíná 
proces repolarizace s postupnou převahou vodivostí pro K+. Tento proces je zpomalen 
aktivací depolarizačního vápníkového proudu ICa, který má hlavní podíl na utváření fáze plató 
a dlouhého trvání akčního napětí u srdečních buněk. 
Fáze plató přechází ve fázi konečné repolarizace v průběhu inaktivace ICa. Membránové 






Protože inaktivační vrátka napěťově řízených sodíkových kanálů zůstávají v prvních 
dvou třetinách depolarizace uzavřená, nové akční napětí nemůže být vyvoláno ani vysokým 
podnětem. Tento jev se označuje jako absolutní refrakterní fáze. Během konečné fáze 
repolarizace se Na
+
-kanály z inaktivace zotavují a nové akční napětí může být vyvoláno, ale 
jen zvýšeným dráždícím impulzem.  
 
 
 Průběh akčního napětí srdeční buňky [1] Obr. 8.:
 
V tomto případě se jedná se o relativní refrakterní fázi, která končí dosažením klidového 
membránového napětí. Celkové trvání akčního napětí u srdečních buněk může v závislosti na 
frekvenci přesáhnout i 300 ms. Dlouhou refrakterní fází je myokard chráněn před sumací 






2. Metody měření bioelektrických signálů 
Měření membránového napětí a proudů je velice složitým úkonem. Hlavním 
problémem, se kterým se výzkumník setkává, je získání elektrického kontaktu  
s intracelulárním prostředím bez funkčního poškození buňky v důsledku malých rozměrů.  
K prvním měření docházelo na velkých axonech sépie Loligo, kde bylo možné zavést 
do nitra rozměrné buňky podél osy vlákna kovovou elektrodu. Této metody měření využili 
Hodgkin a Huxley a díky této technice mohli popsat děje probíhající na buněčné membráně 
axonu sépie Loligo. Nicméně vnořování velkých elektrod je prakticky nemožné u buněk 
menších rozměrů. Teprve až nástup skleněných mikroelektrod, který znamenal velký mezník 
v rozvoji elektrofyziologie, vedl k rozšíření možností měření elektrických dějů na různých 
buňkách. Objev skleněných mikroelektrod je datován na rok 1949 a jeho autory jsou G. Ling 
a R. W. Gepard [1]. 
Technika skleněných mikroelektrod umožňuje získat elektrický kontakt  
s intracelulárním prostředím i u těch nejmenších buněk. Kontakt s elektrolytem v kapiláře 
zprostředkuje kovová elektroda, zpravidla jemný stříbrný drátek opatřený povrchovou vrstvou 
chloridu stříbrného (AgCl), aby nedocházelo k polarizaci elektrody. Odpor mikroelektrody 
bývá okolo 10 MΩ i více. Mikroelektroda je zaváděna do buňky pod mikroskopickou 
kontrolou pomocí mikromanipulátoru, na nějž se současně v bezprostřední blízkosti 
mikroelektrody umisťuje předzesilovač s velkým vstupním odporem, řádově 1 GΩ [1]. 
Měření bioelektrických signálů je možné provádět z celé buňky (zde budou do měření 
zahrnuty všechny kanály), anebo jen z malé části buňky (měření lze v extrémním případě 
provádět i z jediného kanálu na molekulární úrovni). 
2.1. Metoda vnuceného napětí 
2.1.1. Metoda vnuceného napětí při měření z celé buňky 
Metoda vnuceného napětí (voltage clamp) je jednou z technik, která umožňuje provádět 
měření velikostí iontových proudů, které jsou závislé na velikosti zvoleného napětí. Pomocí 
dané metody je možno provést oddělení membránových a kapacitních proudů, a také získat 
lepší informace o detailních vlastnostech buněčné membrány. Metoda poskytuje cenné 
informace, ale je velmi náročná na realizaci. Hlavní problém zde spočívá v realizaci 
dostatečně "tvrdého" zdroje napětí pro membránový systém [1]. Pro měření metodou 
vnuceného napětí stačí jednoduché zapojení znázorněné principiálně na obrázku 9.  
Princip metody spočívá v tom, že se membrána připojuje ke zdroji napěťových impulzů 
(nejčastěji to jsou impulzy pravoúhlého tvaru, méně často pilovitého tvaru) a následovně se 
sleduje a registruje proudová odezva. Přesnost měření klesá s velikostí měřené proudové 
složky. Problematické je proto uplatnění této metody zejména při měření sodíkového proudu 




 Zapojení metody vnuceného napětí [1] Obr. 9.:
 
Pro odstranění daného problému se používá technika měření se dvěma 
mikroelektrodami (je přesnější, nicméně technicky náročnější). Zde se obvod pro měření 
membránového napětí oddělí od obvodu pro zavádění membránového proudu. Toho je možno 
dosáhnout vytvořením dvou nezávislých elektrických kontaktů s intracelulárním prostředím 
buňky. Obrázek 10 ukazuje příklad uspořádání se dvěma skleněnými mikroelektrodami. 
 
 
 Měření membránových proudů metodou vnuceného napětí v uspořádání se dvěma skleněnými Obr. 10.:
mikroelektrodami [1] 
 
Jedna z mikroelektrod, kterou neprotéká membránový proud, je použita pro přesné 
měření membránového napětí proti zemnící elektrodě. V obvodu zpětné vazby je zaveden do 
druhé mikroelektrody automaticky měřený elektrický proud, který je roven membránovému 
proudu. 
Jak již bylo zmíněno výše, při aplikaci metody vnuceného napětí mohou být použity 
různé průběhy napěťových impulzů. Nejčastěji se používají impulzy obdélníkového tvaru, 
které nejlépe umožňují získat informace o membránovém proudu, nutné ke kvantitativnímu 




 Napěťový impulz a odezva celkového membránového proudu [1]  Obr. 11.:
 
Celkový registrovaný membránový proud se skládá z iontových složek a z kapacitního 
proudu, který se objevuje na začátku a na konci impulzu [5]. Pokud má být studována jen 
určitá proudová složka, je pro potlačení ostatních komponent nutné použít specifické 
blokátory. 
2.1.2. Metoda vnuceného napětí při měření na molekulární úrovni  
Pomocí metody vnuceného napětí je možné měřit jak proud z celé buňky, tak také proud 
z jednotlivých iontových kanálů na molekulární úrovni. Tato metoda je v anglicky psané 
literatuře označovaná jako metoda „patch clamp“ nebo v českém překladu někdy jako 
„metoda terčíkového zámku“. 
Na rozdíl od spojitých proudů zaznamenávaných z celé buňky, představují proudy 
registrované na molekulární úrovni impulzní signál, který odráží náhodné procesy, vznikající 
při přechodu mezi otevřeným vodivým stavem a uzavřenými nevodivými stavy kanálu. Tím je 
přímo zviditelněno vrátkování sledovaného kanálu. Analýzou signálu lze stanovit 
pravděpodobnosti výskytu kanálu v otevřeném či uzavřeném stavu. 
Zmíněný způsob měření se používá jak u kanálů, které jsou napěťově řízeny (voltage 
gated), ale také u kanálů aktivovaných ligandy (ligand gated). Vhodnou volbou rozměrů 
skleněné mikroelektrody je možno zajistit, že měřený kousek membrány bude obsahovat 
jenom jeden iontový kanál. V některých případech se používají specifické blokátory pro 
potlačení vodivostí ostatních kanálů. 
Princip této metody a zjednodušená ukázka záznamu je znázorněna na obrázku 12. 
Technika terčíkového zámku používá skleněné mikroelektrody s průměrem hrotu zúžené části 






 Metoda terčíkového zámku:  Obr. 12.:
(a) principiální schéma, (b) záznam proudu z jednoho kanálu [1] 
 
Měření spočívá v tom, že se skleněná mikroelektroda přiblíží k buňce a pomocí 
podtlaku je část buněčné membrány vtažena do konečku mikroelektrody (obr. 13). Aplikace 
podtlaku způsobí vytvoření mechanicky pevného přilnutí membrány ke stěnám skleněné 
elektrody. Odpor vytvořeného spojení mezi skleněnou pipetou a membránou dosahuje hodnot 
10 GΩ až 100 GΩ (gigaseal) [4]. Vysoký odpor značně snižuje šum v pozadí záznamu proudu 
iontových kanálů. 
 
Odpor měřeného objektu (v daném případě úseku membrány) je mnohem větší než 
odpor mikroelektrody, který proto neomezuje přesnost měření proudu. K neinvertujícímu 
vstupu operačního zesilovače (obr. 12a) se připojuje generátor vnucovaných impulsů. 
Samotný měřený vzorek membrány je přes mikroelektrodu připojen k invertujícímu vstupu, 
kde se také objeví napětí z generátoru. Membránový proud se uzavírá přes odpor R ve zpětné 
vazbě, takže napětí na výstupu operačního zesilovače sleduje jeho průběh. Pokud se měření 
 
 Metoda  terčíkového zámku [1] Obr. 13.:
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provádí z celé buňky, velikost odporu je v rozmezí 50 až 500 MΩ a měřený proud je řádově  
1 nA. Při měření z části membrány je registrovaný proud řádově 1 pA a odpor okolo 10 GΩ. 
Podle způsobu zacházení s vtaženou částí membrány, se rozlišují čtyři varianty metody 
terčíkového zámku (obr. 14).  
 
První technika „on-cell patch“ umožňuje, při dokonalém přisátí mikroelektrody  
k povrchu buněčné membrány, zachovat celistvost membrány. Zde je možno registrovat 
iontové proudy přes jeden kanál jak z napěťově řízených kanálů, tak i z kanálů řízených 
ligandem, který je aplikován ve zvolené koncentraci do roztoku uvnitř mikroelektrody. 
Ligand může být např. acetylcholin [4]. Aby bylo možno získat potřebnou charakteristiku, je 
nutno měnit koncentraci ligandu v mikroelektrodě. Změna koncentrace roztoku proto 
vyžaduje provádět postupné měření na různých buňkách, což je nevýhodou této metody.  
U napěťově řízených kanálů je naproti tomu výhodou možnost měnit napětí v průběhu měření 
na téže buňce. 
Druhou variantou metody je „inside-out patch“. Zde je objektem měření malý, 
neporušený úsek membrány, který je orientován vnitřním povrchem do vnějšího prostředí. 
Rychlé oddálení mikroelektrody od buňky po dosažení gigasealu a pevného kontaktu mezi 
elektrodou a membránou, způsobí oddělení vtažené části membrány. Po oddělení membrány 
může dojít ke vzniku dutiny u hrotu mikroelektrody, kterou je nutno odstranit. Existuje 
několik způsobů, jak toho docílit. Pomáhá například krátký kontakt kapky hexadekanu nebo 
parafinu [3]. Technikou „inside-out patch“ je možné působit různými externími látkami na 
intracelulární část membrány. Metoda se často používá ke studiu kanálů, které jsou ovládány 
vnitrobuněčným ligandem. Při měření se mění koncentrace ligandu v externím roztoku. 
Metoda měření „inside-out patch“ vykazuje větší stabilitu, pokud se v perfuzním roztoku 
nahradí anion Cl- za (SO4)
2- 
[4]. 
Třetí možná varianta znázorněná na obrázku 14 (whole-cell patch) zajišťuje přímý 
kontakt s vnitřkem buňky, a je proto vhodná ke studiu všech kanálů v buňce. Je tedy variantou 
 




metody vnuceného napětí pro měření z celé buňky, popsané v předchozí kapitole. Po dosažení 
gigasealu následuje protržení membrány a získání elektrického kontaktu s intracelulárním 
prostředím. Tato technika se často používá u buněk menších rozměrů, které jsou v průměru 
menší než 30 μm [4]. V tomto případě je nutno dbát na to, aby se roztok svým složením co 
nejvíce blížil ke složení intracelulárního prostředí. 
Poslední varianta „outside-out patch“ je realizována tak, že po dosažení předchozího 
uspořádání (whole-cell patch), dojde k odtržení buňky a následnému splynutí zbylého okraje. 
Na konci mikroelektrody se vytvoří uzavřený útvar, který je orientován vnějším povrchem 
membrány do vnějšího prostředí. Výhodou je, že extracelulární část membrány může být 
omývána postupně různými roztoky. Určitou nevýhodou může být vyšší hladina šumu při 
měření, což bývá způsobeno méně kvalitním gigasealem. Jeho odpor se po určité době ustálí 
na hodnotě okolo 10 GΩ [3]. Šum může být také ovlivněn velikostí plochy útržku membrány. 
Samotná metoda zahrnuje více kroků a je značně náročná. 
2.2. Metoda vnuceného proudu 
Hlavním cílem elektrofyziologických měření na buněčné úrovni je zjistit a vysvětlit, jak 
se utváří impulz akčního napětí. K získání potřebných údajů složí popsaná metoda vnuceného 
napětí. Pro záznam samotného průběhu akčního napětí je nutné stimulovat buňku krátkým 
proudovým nadprahovým impulzem. Tento přístup je znám jako metoda vnuceného proudu 
(current clamp). Principiální uspořádání při měření na srdečních buňkách je znázorněno na 
obrázku 15. Měřeným objektem může být izolovaná buňka nebo multicelulární preparát. 
Akční napětí je zaznamenáno skleněnou mikroelektrodou zavedenou do nitra buňky. 
 
 Principiální schéma metody vnuceného proudu [1] Obr. 15.:
 
Před zavedením stimulačního impulzu je na výstupu zesilovače zaznamenáváno klidové 









3. Popis vrátkovacích mechanizmů rovnicemi Hodgkina  
a Huxleyho  
Náhodné procesy vrátkování kanálů jsou nesmírně významné, protože jsou základním 
principem, který určuje vlastnosti složek iontového membránového proudu a průběh akčních 
napětí [1]. Dále bude pojednáno o kvantitativním popisu vrátkovacích mechanizmů  
u sodíkového a draslíkového kanálu. 
3.1. Sodíkový kanál 
Funkci vrátkovacích systémů poprvé kvantitativně popsali Hodgkin a Huxley [14]. Pro 
popis vrátkovacího systému Na+-kanálu autoři použili soustavu tří stejných aktivačních  
a jedněch inaktivačních vrátek (obr. 17). 
 
 Schéma vrátkování Na+ - kanálu popsaného rovnicemi Hodgkina a Huxleyho [1] Obr. 17.:
 
Pravděpodobnost nalezení určitých aktivačních vrátek v otevřeném stavu  
v okamžiku t je označovaná symbolem m(t). Je patrné, že 1-m(t) má pak význam 
pravděpodobnosti uzavřeného stavu. Podobně h(t) značí pravděpodobnost nalezení 
inaktivačních vrátek v otevřeném stavu v okamžiku t. Dále γNa značí vodivost otevřeného  
Na
+
-kanálu a NNa je celkový počet Na
+
-kanálů v membráně buňky. 
Předpokladem je, že všechna vrátka jsou vzájemně statisticky nezávislá. Potom je 
zřejmý fyzikální význam následujících veličin: 
m(t)
3
 je pravděpodobnost současného nalezení všech aktivačních vrátek v otevřeném 
stavu v okamžiku t, m(t)3h(t) je pravděpodobnost nalezení kanálu v otevřeném stavu  
v okamžiku t, NNam(t)
3
h(t) je počet Na+ kanálů nacházejících se v okamžiku t v otevřeném 
stavu a NNaγNam(t)
3
h(t) je celková vodivost gNa soustavy Na
+
 kanálů v okamžiku t. 
Rychlosti přechodů aktivačních a inaktivačních vrátek z otevřeného do uzavřeného 
stavu a naopak, jsou úměrné frakcím kanálů, ve výchozích stavech. Označíme-li příslušné 
konstanty úměrnosti, které jsou nazývány rychlostními konstantami, symboly αm, βm, αh, βh, 
můžeme tuto skutečnost vyjádřit diferenciálními rovnicemi (3) a (4) [1]: 
  
  





   (   )     ,                                                   (4) 
           
  .                                                      (5) 
Vodivost sodíkového kanálu popisuje rovnice (5) a na obrázku 18 je znázorněn průběh 
vodivosti v odezvě na pravoúhlý depolarizační impulz. 
 
 
 Průběh vodivosti Na+- kanálu v odezvě na depolarizační impulz [8] Obr. 18.:
 
Tímto způsobem je popsán Na+-kanál pomocí rovnic Hodgkina a Huxleyho. Tento 
popis zahrnuje předpoklad, že všechna vrátka jsou vzájemně statisticky nezávislá, což je 
určité zjednodušení. Při obecnějším popisu lze tento předpoklad vynechat. Proces vrátkovaní, 
pak považujeme za přechody mezi stavy kanálu jako celku. 
Předpokladem je, že se kanál může nacházet v různých stavech Y1,Y2,Y3,...,Yn, z nichž 
jediný je otevřený (můžeme ho označit jako Y0 nebo O). Pravděpodobnost nalezení kanálu  
v okamžiku t ve stavu Yj pak označíme symbolem yj(t). Pokud opět označíme symbolem N 
celkový počet kanálů daného druhu v membráně sledovaného objektu  
a γ vodivost otevřeného kanálu daného druhu (v našem případě Na+-kanálu), proud kanálem 
je popsán vztahem: 
        ( )(       ) ,                                              (6) 
kde Urov značí rovnovážné napětí pro (v našem případě) sodíkové ionty. 
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Nyní je možno sestavit soustavu diferenciálních rovnic pro výpočet časových průběhů 
frakcí yj(t). K tomu je třeba znát možné (povolené) přechody mezi stavy kanálu a odpovídající 
rychlostní konstanty (označují se symboly α a ß s příslušnými indexy). Opět platí, že rychlosti 
přechodů kanálů mezi stavy jsou úměrné frakcím kanálů ve výchozích stavech [1].  
Nejprve sestavíme kinetické schéma sodíkového kanálu, které je ekvivalentní popisu 
Hodgkina a Huxleyho (obr. 19). Zde čtyři stavy ve schématu nahoře odpovídají 
inaktivovanému stavu kanálu (jsou označeny I1, I2, I3, I4), tři stavy vlevo od otevřeného stavu 
(je označován jako O) odpovídají postupně se otevírajícím aktivačním vrátkům (jsou 
označovány jako Y1, Y2, Y3).   
 
 Kinetické schéma Na+ - kanálu bez blokátoru [1] Obr. 19.:
 
Tomuto schématu odpovídá soustava diferenciálních rovnic: 
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Diferenciální rovnice (7) popisuje změny frakce kanálů v uzavřeném stavu. Rovnice (8) 
a (9) zachycují postupné otevírání aktivačních vrátek. Rovnice (10) popisuje přechody přes 
kanál v otevřeném stavu a rovnice (11) až (14) přechody mezi inaktivovanými stavy. Pro 
numerické řešení výše uvedených diferenciálních rovnic je nutné znát počáteční podmínky  
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a rychlostní konstanty, které je třeba stanovit na základě experimentálních výsledků. 
Počáteční podmínky musí s ohledem na význam veličin yj splňovat podmínku: 
  ( )    ( )    ( )   ( )    ( )    ( )    ( )   ( )                (15) 
3.2. Draslíkový kanál 
Na obrázku 20 je zobrazen vrátkovací systém draslíkového kanálu v souladu s popisem 
Hodgkina a Huxleyho. Pro tento kanál je charakteristické to, že má 4 stejná vrátka, která jsou 
označována jako n-vrátka. 
 
 Schéma vrátkování draslíkového kanálu popsaného rovnicemi Hodgkina a Huxleyho [1] Obr. 20.:
 
Podobně jako u popisu funkce sodíkového kanálu, je pravděpodobnost nalezení určitých 
aktivačních vrátek v otevřeném stavu v okamžiku t, označena n(t), takže 1-n(t) má význam 
pravděpodobnosti výskytu vrátek v uzavřeném stavu. γK je vodivost otevřeného K
+
-kanálu  
a NK je celkový počet K
+
-kanálů v membráně buňky. Opět se předpokládá, že všechna vrátka 
jsou vzájemně statisticky nezávislá, takže následující veličiny lze interpretovat takto: 
n(t)
4
 je pravděpodobnost současného nalezení všech aktivačních vrátek (a tudíž celého 
kanálu) v otevřeném stavu v okamžiku t, NKn(t)
4
 je počet K+-kanálů nacházejících se  
v okamžiku t v otevřeném stavu a NKγKn(t)
4
 je celková vodivost gK soustavy K
+
-kanálů  
v okamžiku t. 
Rychlost přechodů aktivačních vrátek z otevřeného do uzavřeného stavu a zpět, je 
úměrná frakcím kanálů ve výchozích stavech. Označíme-li příslušné rychlostní konstanty 
symboly αn, βn, můžeme změny veličiny n vyjádřit diferenciální rovnicí (16) [1]: 
  
  
   (   )     ,                                                   (16) 
        
  .                                                         (17) 
Vodivost draslíkového kanálu popisuje rovnice (17) a na obrázku 21 je znázorněna 




 Průběh vodivosti v různých stavech K+-kanálu v odezvě na depolarizační impulz [8] Obr. 21.:
 
Pro zobecnění opět přejdeme, podobně jako u Na+-kanálu, k sestavení kinetického 
schématu (obr. 22) a popisu vrátkování přechodů mezi konformacemi kanálu jako celku. Zde 
čtyři stavy ve schématu odpovídají zavřenému, ale postupně se aktivujícímu stavu kanálu 
(jsou označovány jako Y1, Y2, Y3, Y4), otevřený stav je označován jako O. 
 
 
 Kinetické schéma K+-kanálu bez blokátoru Obr. 22.:
 
Schéma na obrázku 22 je popsáno následujícími rovnicemi: 
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           .                                                   (22) 
Diferenciální rovnice (22) popisuje změny frakce kanálů v otevřeném stavu, rovnice 
(18) až (21) zachycují postupné otevírání aktivačních vrátek. Počáteční podmínky musí opět 
vyhovovat vztahu, který vyjadřuje jistotu, že se kanál nachází v některém ze stavů, 
zobrazených ve schématu.  
  ( )    ( )    ( )    ( )   ( )                                  (23) 
Následující kapitola ukazuje, jak je možno do matematického popisu vrátkovacích 




4. Vliv blokátorů na vrátkovací mechanizmus iontových 
kanálů 
Účinky řady toxických látek i léků lze vysvětlit na základě jejich interakcí  
s membránovými kanály. Molekuly některých organických nebo anorganických látek, 
popřípadě ionty, se mohou vázat na kanál v různých místech a modifikovat jeho funkci [1]. 
Pokud se po odstranění látky z extracelulárního prostředí projeví dlouhodobé změny funkce 
kanálů, hovoříme o nevratných změnách, v opačném případě jde o změny vratné. Vliv látek, 
které způsobují změny ve funkci kanálů, se projevuje v transportu iontů kanálem. Různé látky 
mohou ovlivňovat průběh kterékoli ze složek membránového proudu, a tím také akčního 
napětí. 
Klinicky užívaná farmaka jako antiarytmika, antidepresiva, antimalarika nebo lokální 
anestetika, působí zpravidla jako blokátory iontových kanálů. 
Například lokální anestetika narušují vedení vzruchu nervovým vláknem tím, že blokují 
sodíkový kanál. Příkladem farmak ovlivňujících funkci srdečních buněk jsou antiarytmika. 
Jednu z prvních klasifikací antiarytmik na základě změn elektrofyziologických vlastností 
srdečních buněk navrhl Vaughan Williams (obr. 23).  
 
 
 Klasifikace antiarytmik dle Vaughana Williamse [20] Obr. 23.:
 
Podle této klasifikace se rozlišují: 
I. Blokátory sodíkového kanálu. Do této skupiny patří antiarytmika, která vesměs 
zpomalují depolarizaci a podle dalších účinků se dělí na další podskupiny: I.A (chinidin, 
prokainamid, disopyramid, ajmalin), I.B (mexiletin, lidocain, fenytoin) a I.C (encainid, 
flecainid, propafenon, moricizin). 
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II. Blokátory beta-adrenergních receptorů.  Sem patří např. farmaka metoprolol  
a propranolol, která působí na úrovni vazby ligand-receptor jako kompetitivní inhibitory. 
III. Blokátory draslíkových kanálů (sotalol, cordaron, bretylium, A-acetylprocainamid). 
Antiarytmika III. třídy prodlužují trvání akčního napětí včetně refrakterní doby. 
IV. Blokátory vápníkového kanálu (verapamil, diltiazem, nifedipin, dihydropyridiny) 
snižují fázi plató akčního napětí a zpomalují fázi počáteční depolarizace akčních napětí 
vápníkové geneze v sinusovém a atrioventrikulárním uzlu. 
Klasifikace podle Vaughana Williamse má svá omezení, proto byla v roce 1990 
vypracována nová klasifikace, která nese název Sicilský gambit. Sicilský gambit (tab. 1) 
předpokládá hlubší pochopení základů srdeční elektrofyziologie [19]. 
 
Tab. 1 Klasifikace antiarytmik dle Sicilského gambitu [21] 
 
 
V odborné literatuře se stále setkáváme se studiemi, které popisují vliv antiarytmik  
I skupiny podle klasifikace Vaughana Williamse na iontové proudy a akční napětí. Patří sem 
např. ajmalin, látka která kromě Na+-kanálu ovlivňuje reverzibilně strmost počáteční 
depolarizace i trvání akčního napětí a inhibuje další složky membránového iontového proudu 
v závislosti na koncentraci látky. 
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Podobně látky IV. skupiny (např. verapamil) blokují nejen vápníkový proud, ale při 
vyšších koncentracích i většinu ostatních složek. S účinkem některých těchto látek jsem měla 
příležitost seznámit se během experimentů, kterých jsem se mohla zúčastnit v laboratoři 
srdeční celulární elektrofyziologie LF MU na začátku přípravy této práce. Příklady 
originálních záznamů, získaných v této laboratoři při měření metodou vnuceného napětí na 












V horní části (obr. 24a) je vidět proudovou odezvu na dva vnucené pravoúhlé impulzy 
různé úrovně. V obou záznamech můžeme rozlišit kapacitní proudy. Rychlý sodíkový proud 
(INa) se však objeví jen u menšího impulzu. Pro další časově závislé proudové složky je tento 
impulz podprahový. Naopak velký impulz aktivuje přechodný proud z buňky Ito, zatímco INa 
chybí, protože úroveň impulzu se blíží rovnovážnému napětí pro Na+ ionty. Vápníkový proud 
ICa byl u této buňky blokován. Záznamy na obrázku 24b až 24e ukazují, že pro registraci 
čistého vápníkového proudu ICa je výhodné předřadit menší impulz (pro ICa podprahový), 
který při tomto pokusu nežádoucí INa inaktivuje. Také je zde vidět, jak za přítomnosti 
blokátoru vápníkového kanálu ICa při opakovaných impulzech postupně mizí. 
Všechny tyto projevy závisejí na konkrétních mechanizmech, které probíhají  
u membránových kanálů na molekulární úrovni. Některé látky zvyšují pravděpodobnost 
nalezení kanálu v otevřeném stavu a působí jako aktivátory. Jiné, působící jako blokátory, 
kanál naopak uzavírají. Některé látky přitom nepůsobí na vrátkovací systém, jiné  
s vrátkovacím systémem reagují způsobem, který se často projeví frekvenční závislostí 
úrovně blokády. Ta se může projevit také pomalým růstem blokády při opakovaném otevírání 
kanálu („use dependency“) [11], jak to ilustruje obrázek 24. Přístup molekuly látky k jejímu 
vazebnímu místu (receptoru) v oblasti kanálu závisí na tom, v jakém stavu se kanál právě 
nachází. Některé jsou v otevřené, jiné v různých uzavřených stavech. Naopak, je-li látka 
vázána na kanál, jeho vrátkování může být pozměněno. 
Otevírání a uzavírání molekulárních kanálů je náhodný proces, který je závislý na 
membránovém napětí. Vrátkování některých kanálů je ovládáno také jinými podněty 
(chemickou vazbou látek, mechanickým napětím aj.). Při záznamu proudů z celé buňky, se 
příspěvky jednotlivých molekulárních kanálů sčítají. Potom celková vodivost daného 
makroskopického kanálu je úměrná pravděpodobnosti otevření kanálu na molekulární úrovni. 
Kvantitativně můžeme působení látek popisovat rozšířením soustav diferenciálních 
rovnic, odvozených z kinetických schémat vrátkování. Kinetické schéma se doplní o další 
stavy kanálu obsazeného molekulou účinné látky. Vazba látky na kanál v jednotlivých stavech 
kanálu je popsána rychlostními konstantami. Tyto rychlostní konstanty se vypočítávají  
z časových konstant, které se získávají z časového průběhu inaktivace proudu v kanálu  




5. Řešení diferenciálních rovnic v prostředí MATLAB 
Jak již bylo zmíněno výše, popis vrátkovacího mechanizmu iontového kanálu pomocí 
rovnic Hodgkina a Huxleyho je zjednodušený a v obecnějším přístupu představuje zvláštní 
případ. Hodgkin a Huxley v kinetickém schématu znázorňovali jednotlivá vrátka a popisovali 
pravděpodobnosti otevření a zavření aktivačních a inaktivačních vratek. Obecnější přístup je 
založen na popisu přechodů mezi stavy kanálu jako celku.  
5.1. Řešení diferenciálních rovnic pro draslíkový kanál Ito 
Na obrázku 25 je znázorněno kinetické schéma draslíkového kanálu Ito, které je ve 
srovnání s popisem proudu Ik (obr. 22) doplněno o pět inaktivovaných stavů, ve kterých je 
možno s určitou pravděpodobností nalézt kanál. 
 
 Kinetické schéma K+ - kanálu Obr. 25.:
 
Přechody mezi stavy kanálu podle tohoto kinetického schématu jsou popsány soustavou 
diferenciálních rovnic 24 až 33: 
   
  
                     ,                                      (24) 
   
  
                                 ,                      (25) 
   
  
                                    ,                   (26) 
   
  
                                  ,                     (27) 
  
  
                      ,                                   (28) 
   
  
                     ,                                      (29) 
   
  
                                 ,                        (30) 
   
  
                                   ,                       (31) 
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                                   ,                    (32) 
   
  
                      .                                  (33) 
Na obrázku 26 je znázorněno schéma kanálu pro proud Ito při působení blokátoru 







 Kinetické schéma K+-kanálu s působením blokátoru na: (a) otevřený stav, (b) uzavřený stav,  Obr. 26.:
(c) inaktivovaný stav   
 
V uzavřeném, klidovém stavu C1 jsou inaktivační vrátka převážně otevřená a aktivační 
vrátka jsou uzavřená. Při depolarizaci membrány se zvyšuje pravděpodobnost otevření 
kanálu. V otevřeném stavu mají molekuly léčiva (blokátoru) přístup k vazebnímu místu uvnitř 
kanálu, a tím inhibují proud (kanál je v blokovaném stavu B (obr. 26a)). Pokud budou 
všechna vrátka otevřena, pak může dojít k disociaci léčiva z kanálu. Kanál může přejít přes 
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otevřený stav do inaktivovaného stavu In. Po repolarizaci se kanál vrátí do klidového stavu C1. 
Tak je možno popsat ve zjednodušení princip fungování kanálu při působení léčiv.  
Blokátor se však může vázat i na ostatní stavy kinetického schématu. Následovně se 
změní i diferenciální rovnice pro každý stav. Přítomnost blokátoru vyžaduje doplnění 
soustavy diferenciálních rovnic. Pokud se blokátor naváže na otevřený stav kanálu, potom 
rovnice 28 bude pozměněna následovně: 
  
  
                                   .                    (34) 
V případě navázaní blokátoru na uzavřený stav (tomu stavu odpovídá stav C1 
v kinetickém schématu) se rovnice 24 pozmění takto: 
   
  
                                    .                      (35) 
 Na obrázku 26c je zobrazeno kinetické schéma při navázání blokátoru na stav  
kanálu In. Rovnice 33 potom bude vypadat takto: 
   
  
                                    .                   (36) 
5.2. Stanovení rychlostních konstant a nastavení základních 
parametrů 
Při implementaci diferenciálních rovnic do prostředí programu MATLAB je potřeba 
znát rychlostní konstanty aktivace, které jsou v kinetickém schématu označeny jako αm a βm  
a rychlostní konstanty inaktivace, které jsou označeny jako αh a βh. Tyto rychlostní konstanty 
jsou napěťově závislé a stanovují se experimentálně. Dále jsou uvedeny rovnice pro výpočet 
αm, βm, αh a βh [11]: 
        (     ((    )   ⁄ ))      ⁄ ,                          (37) 
      (     ((    )   ⁄ ))⁄ ,                                  (38) 
       (     ((    )   ⁄ ))⁄ ,                                  (39) 
       (     ( (    )   ⁄ ))⁄ ,                                (40) 
kde V je membránové napětí. 
Dále je třeba také zmínit se o rychlostních konstantách vazby blokátoru na kanál. Tyto 
konstanty jsou pro jednoduchost analýzy pokládány za napěťově nezávislé. Pro přehlednost 
jsou v tabulce 2 vyneseny rychlostní konstanty přechodu mezi stavy kanálu pro minimální  




Tabulka 2: Rychlostní konstanty [11] 








































Soustavy diferenciálních rovnic je v programu MATLAB možno řešit několika 
způsoby. První je přímá implementace matematických metod, jako je Eulerova nebo metoda  
Runge-Kutta 2. až 4. řádu. Druhý způsob je použití diferenciálních rovnic, které nabízí 
programové prostředí MATLAB. Při výběru řešitele je také nutno zohlednit počáteční 
podmínky. Jako řešitel diferenciálních rovnic byla vybrána funkce ode15s, která využívá 
vícekrokovou metodu založenou na numerických diferenčních formulích. Tato funkce byla 
vybrána, protože splnila požadavky na přesnost a vyznačovala se poměrně značnou rychlostí 
při výpočtu rovnic po spuštění programu. 
Na samotném počátku modelování jsem sestavila program pro kinetické schéma 





 Časová závislost frakce kanálu v odezvě na depolarizační skok:  Obr. 27.:
(a) aktivované stavy C1, C2, C3, C4, (b) inaktivovaný stav In a otevřený stav O 
39 
 
Na obrázku 27 jsou znázorněny časové závislosti frakcí kanálu v odezvě na 
depolarizační skok. Při řešení diferenciálních rovnic se vycházelo z počáteční podmínky, že 
kanál byl v uzavřeném stavu C1. Potom byl aplikován depolarizační skok od -120 mV  
do +60 mV. Analýza získaných výsledků ukazuje, že při působení depolarizačního impulzu 
kanál prochází všemi aktivovanými stavy dostatečně rychle (obr. 27a) a během 3 ms přejde do 
otevřeného stavu. Potom následuje přechod z otevřeného stavu do stavu inaktivovaného. Po 
skončení depolarizačního skoku se kanál navrátí do zavřeného stavu C1. 
Pokud do kinetického schématu bude přidán další, v tomto případě blokovaný stav, 






 Časová závislost frakce kanálu v odezvě na depolarizační skok:  Obr. 28.:
(a) aktivované stavy C1, C2, C3, C4, (b) inaktivovaný stav In, otevřený stav O a stav blokovaný B 
 
Například blokáda v otevřeném stavu kanálu pozmění původně monoexponenciální 
průběh inaktivace Ito s časovou konstantou τi na biexponenciální průběh s časovými 
konstantami τf a τs. Z lineárního vztahu mezi součtem převrácených hodnot těchto časových 
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konstant a koncentrací blokátoru [D] odvozeného v [11] (rovnice 41) je možné stanovit 









         [ ]                                           (41) 
5.3. Grafické výstupy modelování v programu MATLAB  
Po implementaci diferenciálních rovnic popisujících kinetická schémata na  
obrázku 26 do prostředí MATLAB bylo provedeno modelování průběhu frakce kanálu 
v otevřeném stavu a průběhu proudu Ito při působení blokátoru v závislosti na koncentraci 
blokátoru pro dvě úrovně depolarizačního skoku. 
Obrázek 29 znázorňuje průběhy frakce kanálů v otevřeném stavu při vazbě blokátoru na 
vazebné místo v různých stavech kanálu. Je zřejmé, že pokud se molekula blokátoru váže na 
kanál v inaktivovaném stavu In, vliv blokátoru na otevřený stav se neprojeví, na rozdíl od 
případu, kdy se blokátor váže ve stavu O a stavu C1 (viz kinetické schéma). Působení 
blokující látky na otevřený stav je v obou případech patrné. Při větších hodnotách koncentrací 
je pravděpodobnost nalezení kanálu v otevřeném stavu velmi malá. Obrázek 29c ukazuje, že  
i při vysokých koncentracích blokátoru existuje malá pravděpodobnost nalezení frakce kanálu 
v otevřeném stavu. Tento jev je možno vysvětlit tím, že při zvolené úrovni depolarizačního 
skoku prakticky všechny kanály přejdou v ustáleném stavu bez působení blokátoru do 
inaktivovaného stavu In. Se vzrůstající koncentrací blokátoru zůstává, i po depolarizaci, větší 
frakce kanálů ve stavu obsazeném blokátorem. V ustáleném stavu se to projeví 
rovnoměrnějším rozdělením. Pravděpodobnost výskytu kanálu ve stavu In klesne, zatímco  

















 Časová závislost frakce kanálu v otevřeném stavu v odezvě na depolarizační skok  Obr. 29.:
(amplituda + 60 mV): (a) blokátor ve stavu O, (b) blokátor ve stavech C1 a O, (c) blokátor ve stavu C1,  
(d) blokátor ve stavech C1-C4, (e) blokátor ve stavu In, (f) blokátor ve stavech I1-In  
 
Obrázek 30 znázorňuje také pravděpodobnost nalezení kanálu v otevřeném stavu, ale při 









 Časová závislost frakce kanálu v otevřeném stavu v odezvě na depolarizační skok  Obr. 30.:
(amplituda -10 mV): (a) blokátor ve stavu O, (b) blokátor ve stavech C1 a O, (c) blokátor ve stavu C1, 
(d) blokátor ve stavech C1-C4, (e) blokátor ve stavu In, (f) blokátor ve stavech I1-In  
 
Při první analýze je patrné, že dochází ke změně amplitudy proudu Ito, a tím pádem ke 
zmenšení pravděpodobnosti nalezení otevřeného kanálu o polovinu. Takže se prodlužuje doba 
probíhajících přechodných dějů a to v důsledku zmenšení rychlostních časových konstant.  
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V opačném případě je i zde možno pozorovat podobné mechanizmy, o kterých je zmíněno 
výše. 
Časové průběhy frakce kanálů v inaktivovaném stavu In v závislosti na koncentraci 
blokátoru jsou znázorněny na obrázku 31 pro různé stavy, v nichž se blokátor váže na kanál. 
Při blokádě v otevřeném a inaktivovaném stavu tato frakce po ustálení s rostoucí koncentrací 
látky klesá k hodnotám pod 5%. Při blokádě v uzavřeném stavu C1, ustálená frakce kanálů ve 





 Časová závislost frakce kanálu v inaktivovaném stavu In v odezvě na depolarizační skok:  Obr. 31.:
(a) blokátor ve stavu O, (b) blokátor ve stavu In, (c) blokátor ve stavu C1 
 
Další obrázek 32 ukazuje výsledky simulací frakce kanálu v blokovaném stavu. Zde se 
při vyšších hodnotách koncentrace blokátoru pravděpodobnost nalezení kanálu v tomto stavu 
blíží k jedné v případě blokátoru ve stavu O a In, zatímco při vazbě blokátoru ve stavu C1 tato 
pravděpodobnost u nižších koncentrací klesá k nule. U vyšších koncentrací blokátoru  
(6000 a 10000 Mmol
-1.l) k poklesu průběhu pravděpodobnosti nalezení frakce kanálu v tomto 
stavu dochází pomalu. Za povšimnutí při srovnání obrázků 31 a 32 dále stojí, že součet frakcí 








 Časová závislost frakce kanálu v blokovaném stavu v odezvě na depolarizační skok:  Obr. 32.:
(a) blokátor ve stavu O, (b) blokátor ve stavu In, (c) blokátor ve stavu C1 
 
Jediným experimentálně přístupným parametrem, z něhož můžeme vycházet při 
konstrukci modelů a odpovídajících kinetických schémat, je iontový proud protékající přes 
otevřený kanál. Jeho závislost na frakci kanálů v otevřeném stavu (O) můžeme vyjádřit 
vztahem 42 [1]: 
        ̅̅ ̅̅ ̅   (    )                                              (42) 
kde     ̅̅ ̅̅ ̅ je konstanta rozměru vodivosti, Vm rovnovážné napětí pro draslíkové proudy. Pro 
simulace jsem použila číselných hodnot     ̅̅ ̅̅ ̅         mS/cm
2
, Vm = -77 mV[16]. 
Na obrázku 33 je znázorněn proud Ito za podmínky působení blokující látky v šesti 
různých stavech kanálu. Pokud je blokátorem obsazen inaktivovaný stav (In), potom je možno 
konstatovat, že zde nedochází k žádné změně proudu Ito přes kanál při různých hodnotách 
koncentrace. Působení blokátoru na proud Ito je možno pozorovat při obsazení molekulami 
blokátoru: otevřeného stavu (O), stavu O-C1, stavu C1-C4 a stavu uzavřeného (C1). Zde se 
blokátor projevuje zřetelně. Při vysokých hodnotách koncentrace blokátoru, klesá proud přes 













 Proud Ito přes kanál v závislosti na koncentraci:  Obr. 33.:
 (a) blokátor ve stavu O, (b) blokátor ve stavech C1 a O, (c) blokátor ve stavu C1, 
(d) blokátor ve stavech C1-C4, (e) blokátor ve stavu In, (f) blokátor ve stavech I1-In  
 
Ze simulovaných průběhů frakce kanálů v otevřeném stavu můžeme pro srovnání 
konstruovat koncentrační závislosti úrovně blokády stanovené buď z proudových amplitud, 
nebo z časového integrálu, tj. plochy pod křivkou simulovaných proudů. Výsledky ukazuje 
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obrázek 34 (amplituda depolarizačního skoku 60 mV) a obrázek 35 (amplituda 








 Koncentrační závislost: (a) blokátor ve stavu O, (b) blokátor ve stavech C1 a O, Obr. 34.:
 (c) blokátor ve stavu C1, (d) blokátor ve stavech C1-C4, (e) blokátor ve stavu In,  
(f) blokátor ve stavech I1-In  
 
Při stejných vazebných konstantách reaguje buňka citlivěji na blokátor působící v 
otevřeném stavu, než na blokátor s vazbou ve stavu zavřeném. Vazba v inaktivovaném stavu 









 Koncentrační závislost: a) blokátor ve stavu O, b) blokátor ve stavech C1 a O, c) blokátor ve stavu C1, Obr. 35.:








Předložená diplomová práce je zaměřena na analýzu elektrických vlastností membrán 
srdečních buněk.  
V prvních kapitolách je pojednáno o struktuře buňky s důrazem na hlavní struktury, 
které hrají klíčovou roli v přenosu elektrických signálů. Jedná se o povrchovou membránu 
buňky a vodní roztoky ve vnějším a vnitřním prostředí. Dále se zabývám vznikem akčního  
a klidového membránového napětí. Pro měření těchto jevů se používá metoda vnuceného 
napětí a metoda vnuceného proudu, jejichž principy jsou podrobněji popsány. 
Pozornost jsem rovněž věnovala transportním systémům buňky pro přenos iontů  
a jednotlivým proudovým složkám. Podrobněji jsem se věnovala hlavním transportním 
systémům v membráně buňky – iontovým kanálům, zejména popisu mechanizmu vrátkování 
a struktury kanálů. Dále jsem uvedla krátký přehled látek, které mohou ovlivňovat složky 
iontového proudu, a tím i srdeční činnost. 
Z mnoha různých složek celkového iontového proudu, jsem zvolila jeden z proudů 
směřující z buňky, zprostředkovaný ionty draslíku K+. Je to proudová složka – Ito (transient 
outward current) – přechodný proud směřující z buňky. Tento proud je charakterizován 
rychlou aktivací a inaktivací. Určuje úroveň počáteční fáze plató, a tím ovlivňuje průběh 
ostatních proudů podílejících se na repolarizaci v průběhu akčního napětí.  
Vlastní jádro práce je zaměřeno na sestavení kinetických schémat draslíkového kanálu 
při působení blokátoru na různé stavy kanálu (otevřeného, zavřeného a inaktivovaného). 
Sestavená kinetická schémata byla popsána soustavami lineárních diferenciálních rovnic, 
které umožnily simulovat mechanizmus interakce látky (blokátoru) se zvoleným iontovým 
kanálem. Simulace jsem prováděla v prostředí programu MATLAB. Výstupem simulací jsou 
grafy, které znázorňují pravděpodobnosti nalezení kanálu v jeho různých stavech. Cílem je 
srovnání rozdílů způsobených různými mechanizmy vazby blokátoru na kanál. Dalším 
grafickým výstupem jsou časové průběhy iontového proudu Ito v různých hodnotách 
koncentrace blokující látky. 
Ze simulovaných průběhů vyplývá, že se skutečnost v jakých stavech se blokátor na 
kanály váže, výrazně projevuje na časových průbězích i koncentračních závislostech blokády. 
Potvrdilo se, že pro blokádu v otevřeném stavu je charakteristická změna původního 
exponenciálního průběhu inaktivace na složitější průběh, který je možno rozložit na rychlou  
a pomalou složku poklesu proudu. U blokády v zavřeném stavu se při vyšších koncentracích 
výrazně prodlužuje aktivace proudu, ale také inaktivace proudu. Při blokádě inaktivovaných 
stavů se může měnit amplituda proudu při zachování rychlosti aktivace i inaktivace. Podstatné 
rozdíly se projeví i v koncentrační závislosti. Zajímavý je například dvoufázový pokles 
amplitudy proudu při blokádě v uzavřeném stavu C1. 
Přirozeným dalším krokem v návaznosti na tuto práci, by mohlo být zabudování rovnic 
zahrnujících blokádu Ito do některého existujícího modelu akčního napětí srdečních buněk. 




To by umožnilo simulovat vliv blokátoru (zde je možno hovořit o léčivých látkách) na 
průběh výsledného akčního napětí a tím ověřovat působení různých léčiv. Takové modely 





Seznam zkratek a symbolů 
Na
+– ionty sodíku, 
K
+
 – ionty draslíku,  
Ca
2+– ionty vápníku, 
Cl
-– ionty chloru, 
A
-– organické anionty, 
Un– rovnovážné napětí příslušného iontu 
gn– vodivost kanálu  
Umk – klidové membránové napětí 
Ump – napětí prahu excitace 
Ibg – proud pozadí 
INa– sodíkový proud 
ICa– vápníkový proud 
IK– draslíkový proud 
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